© bundesrepublik © Of f e ii I eg u ii g ssc h r if t 

DEUTSCHLANO _ Q£ Q<\ 42 552 A 1 




OEUTSCHES 
PATENTAMT 



@ Aktenzeichen: 
(2) Anmeldetag: 
(5) Offenlegungstag 



P41 42 552 9 
21 . 12. 91 
24. 6. 93 



Int. CI. 5 : 

C07K 15/28 

C 12 N 5/18 

C 12 N 9/99 

C 1 2 N 5/00 

A 61 K 39/395 

A 61 K 37/64 

// C12N 9/16.C12Q 

1/44, G01 N 33/53 



CM 

m 

CM 



LU 



(77) Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH, 6800 Mannheim, DE 



(72) Erfinder 



Scheuer, Werner, Dipl.-Biochem. Dr., 8122 Penzberg, 
DE; Hubner-Parajsz, Christa, Dipl.-Chem. Dr.. 8132 
Tutzing, DE; Tibes. Ulrich, Prof. Dr., 6000 Frankfurt, 
DE 



(3) Monoklonale Antikdrper gegen die Typ I Phospholipase A 2 als entzundungshemmendes Therapeutikum 

(5?) Die Erfindung betnfft monoklonale Antikorper gegen die 
Typ-I-Phospholipase A 2 , die eine hemmende Wirkung auf 
die enzymatische Aktivitat der Phospholipase A 2 aufweisen, 
sowie die Verwendung dieser Antikorper zur Herstellung 
eines entzundungshemmenden Therapeutikums, das sich 
insbesondere zur Anwendung bei akuter Pankreatitis eignet. 



CM 
LO 

m 

CM 



UJ 

a 



BUNDESDRUCKEREI 04.93 308 025/482 



8/64 



E 41 42 552 Al 




l 

Beschreibung 



Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper ge- 
gen die Typ I-Phospholipase A2, sowie deren Verwen- 
dung zur HersteHung eines entzundungshemmenden 5 
Therapeutikums, das sich insbesondere zur Anwendung 
bei akuter Pankreatitis eignet. 

Fur die akute Pankreatitis existiert weder eine kausa- 
le noch eine symptomatische Therapie (The Merck Ma- 
nual of Diagnosis and Therapy 15 (1987), Seite 10 
763 — 767). Pathogenetische Grundlage der akuten Pan- 
kreatitis ist eine Autolyse des Pankreas. Hierbei wird 
der Phospholipase A2 eine entscheidende Funktion zu- 
geschrieben. Sie wirkt zum einen direkt lysierend auf die 
Zellmembran und setzt dabei aus Membranphospholipi- 15 
den Arachidonsaure frei. Die Metabolite der Arachi- 
donsaure (Prostaglandine und Leukotriene) sind we- 
sentlicher Bestandteil der Entziindungsreaktion. 

Die Phopholipase A2 kommt in zwei Formen vor. Die 
als Typ I bezeichnete Phopholipase A2 wird im wesentli- 20 
chen im Pankreasgewebe gefunden und spielt bei der 
akuten Pankreatitis eine entscheidende Rolle. Dagegen 
ist die Typ II Phospholipase A2 in vielen verschiedenen 
Geweben anzutreffen. 

In der EP-A 02 48 597 werden niedermolekulare 25 
Hemmstoffe der Phospholipase A2 beschrieben, die eine 
entzundungshemmende Wirkung bei der Maus aufwei- 
sen. Fur eine etwa 80%ige Hemmung ist jedoch eine 
Applikation von 200 — 400 u,g dieser Verbindungen not- 
wendig. Bei derart hohen Dosierungen schranken Ne- 30 
benwirkungen dieser niedermolekularen Inhibitoren 
deren therapeutische Anwendbarkeit deutlich ein. Die- 
sen Nachteil weist auch der in der JP 0 88 193 beschrie- 
bene Inhibitor der Phospholipase A2 auf, der mil einer 
tagiichen Dosierung von 100 bis 1000 mg bei erwachse- 35 
nen Patienten zur Therapie einer Pankreatitis vorge- 
schlagen wird. Die in der EP-A 04 05 864 beschriebenen 
Phospholipase A2-Inhibitoren aus dem Mikroorganis- 
mus Circinotrichum falcatisporum weisen fur die Hem- 
mung von gereinigter Rattenphospholipase A2 40 
ICso-Werte von 17,5 bis uber 300 u.g/ml auf und muBten 
somtt bei einer therapeutischen Anwendung ebenfalls 
sehr hoch dosiert werden. 

Als weiterer Inhibitor der Phospholipase A2 weist 
auch das 37 kD groBe Lipocortin eine entziindungshem- 45 
mende Wirkung auf (B. Wallner et.al., Nature 320(1986), 
77_81). Wegen seiner geringen Stabilitat eignet sich 
Lipocortin jedoch nicht fur eine therapeutische Ver- 
wendung. In der EP-A 03 27 334 werden daher 15 — 26 
Aminosauren groBe Peptide beschrieben, die eine hem- 50 
mende Wirkung auf die Phospholipase A2 aufweisen. 
Lediglich bei einem dieser Peptide liegt jedoch der 
ICso-Wert unter 10 jig/ml. Es wird jedoch nicht gezeigt, 
daB dieses Peptid aus 16 ungeschiitzten Aminosauren 
eine hdhere Stabilitat als Lipocortin aufweist. 55 

Von K. Takayama et.al. (Biochem. Biophys. Res. 
Comm. 167 (1990), 1309—1315) werden monoklonale 
Antikorper gegen die menschliche Phospholipase A2 
aus der Synovialfliissigkeit beschrieben, die jedoch nicht 
an die Phospholipase A2 aus dem Pankreas binden. 60 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, 
einen Hemmstoff fiir die Phospholipase A2 zur Verfii- 
gung zu stellen, dessen inhibitorische Wirkung die Ver- 
wendung dieses Hemmstoffs als Therapeutikum gegen 
die akute Pankreatitis ermoglicht. 65 

Diese Aufgabe wird gelost durch monoklonale Anti- 
korper gegen die Typ I-Phospholipase A2, die bei einer 
Konzentration von weniger als 10u,g/ml eine minde- 



stens 50%ige Hemmung der Aktivitat der Phospholipa- 
se A2 bewirkeh. 

Bevorzugt sind solche monoklonalen Antikorper ge- 
gen die Typ I-Phospholipase A2, die bei einer Konzen- 
tration von weniger als I u,g/ml, besonders bevorzugt 
solche, die bei einer Konzentration von weniger als 
100 ng/ml eine mindestens 50%ige Hemmung der Akti- 
vitat der Phospholipase A2 bewirken. 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erfindung 
sind monoklonale Antikorper gegen die Typ I-Phospho- 
lipase . A2, die in aquivalenter Weise an die Typ 
I-Phospholipase A2 bindefahig sind, wie die aus den 
Zellinien DSM ACC2026 und/oder DSM ACC2025 er- 
haltlichen monoklonalen Antikorper gegen die Typ 
I-Phospholipase A2. 

Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise bindefahige 
Antikorper" werden Antikorper verstanden, bei denen 
eine Epitopuberlappung mit dem definierten bekannten 
Antikorper nachweisbar isL Diese Epitopuberlappung 
kann mit Hilfe eines kompetitiven Testsystems leicht 
nachgewiesen werden. Dazu wird zum Beispiel mit Hilfe 
eines Enzymimmunoassays uberpruft, in wie weit ein 
Antikorper mit dem bekannten Antikorper um die Bin- 
dung an ein definiertes Antigen bzw. ein spezielles Epi- 
top konkurriert. Dazu inkubiert man das entsprechende 
Antigen mit dem bekannten monoklonalen Antikorper 
in rnarkierter Form und einem OberschuB des in Be- 
tracht gezogenen Antikorpers. Durch Immobilisierung 
der gebildeten Komplexe, Trennung der festen von der 
flussigen Phase und Nachweis der gebundenen Markie- 
rung in einer der beiden Phasen, kann dann leicht festge- 
stellt werden, in wie weit der in Betracht gezogene Anti- 
korper den definierten Antikorper aus der Bindung ver- 
drangen kann. Ist eine Verdrangung von mindestens 
50% bei 10 5 fachen OberschuB gegeben, so liegt eine 
Epitopuberlappung vor. 

Besonders bevorzugt sind die monoklonalen Antikor- 
per gegen die Typ I-Phospholipase I. die aus den Zelli- 
nien DSM ACC2026 und/oder DSM ACC2025 erhalt- 
lich sind. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind die Zelli- 
nien DSM ACC2026 und/oder DSM ACC2025. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Ver- 
fahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern 
gegen die Typ I-Phospholipase A2, die bei einer Kon- 
zentration von weniger als 10u.g/ml eine mindestens 
50%ige Hemmung der Aktivitat der Phospholipase A2 
bewirken, bei dem man mit gereinigter Phospholipase 
A2 immunisiert und nach Immortalisieren von Milzzel- 
len der immunisierten Tiere diejenigen immortalisierten 
Zellen kloniert, deren Kulturuberstand eine entspre- 
chende Hemmung der Aktivitat der Phospholipase A2 
bewtrkt und Isolierung der von diesen Klonen produ- 
zierten monoklonalen Antikorper nach bekannten Ver- 
fahren. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikor- 
pern gegen die Typ I-Phospholipase A2, die bei einer 
Konzentration von weniger als 1 u,g/ml, besonders be- 
vorzugt bei einer Konzentration von weniger als 
100 ng/ml eine mindestens 50%ige Hemmung der Akti- 
vitat der Phospholipase A2 bewirken, bei dem man mit 
gereinigter Phospholipase A2 immunisiert und nach Im- 
mortalisieren von Milzzellen der immunisierten Tiere 
diejenigen immortalisierten Zellen kloniert, deren Kul- 
turuberstand eine entsprechende Hemmung der Aktivi- 
tat der Phospholipase A2 bewirkt und Isolierung der 
von diesen Klonen produzierten monoklonalen Anti- 
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korpern nach bekannten Verfahren. 

Die Immunisierung wird in den hierfur ublicherweise 
verwendeten Tieren wie z. B. Mausen oder Ratten 
durchgefuhrt. Vorzugsweise werden Mause verwendet. 

Die Immortalisierung der Milzzellen der immunisier- 
ten Tiere erfolgt vorzugsweise durch Fusionierung mit 
der Myelomzellinie P3X63-Ag 8.653 (ATCC CRL 1580) 
gemaB der Methode nach J. of Imm. Meth. 39 (1980), 
285 — 308. Daneben konnen aber auch andere, dem 
Fachmann gelaufige Verfahren zur Immortalisierung 
der Milzzellen (z. B. EBV-Transformation) verwendet 
werden. 

Zur Klonierung werden die Zellen zum Beispiel mit- 
tels eines floureszenzsaktivierten Zellsorters vereinzelt 
Zum Nachweis von immortalisierten Zellen, die den ge- 
wunschten Antikorper gegen Phospholipase A2 produ- 
zieren, wird eine Probe des Kulturuberstandes in einem 
ELISA-Test auf Reaktivitat mit der Phospholipase A2 
getesteL Um solche Antikorper zu erhalten, welche die 
enzymatische Aktivitat der Phospholipase A2 hemmen, 
wird der Kulturiiberstand derjenigen Klone, die an die 
Phospholipase A2 bindende Antikorper produzieren, 
zusatzlich auf die Hemmung der Phospholipase A2-Ak- 
tivitat in einem enzymatischen Test untersucht. 

Diejenigen Klone, deren Kulturiiberstand die ge- 
wtinschte Hemmung der Phospholipase A2-Aktivitat er- 
gibt, werden expandiert und die von diesen Klonen pro- 
duzierten Antikorper nach bekannten Verfahren iso- 
liert. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daC die er- 
findungsgemaBen monoklonalen Antikorper gegen die 
Typ I- Phospholipase A2 bereits in sehr geringen Kon- 
zentrationen die Phospholipase A2 hemmen (IC50- Wer- 
te unter 10 ug/ml). Sie eignen sich daher besonders zur 
Herstellung eines Therapeutikums gegen Entzundungs- 
erscheinungen, wie z. B. gegen die akute Pankreatitis, 
Psoriasis oder Sepsis. Neben den vollstandigen Antikor- 
pern sind hierfur auch funktionelle Antikorperfragmen- 
te wie monoklonale Fab- oder F(ab')-Fragmente, sowie 
divalente F(ab')2-Fragmente geeignet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die 
Verwendung der erfindungsgemaBen monoklonalen 
Antikorper gegen die Typ I-Phospholipase A2, oder 
funktioneller Fragmente dieses Antikorpers zur Her- 
stellung eines Therapeutikums, das bei Entzundungser- 
scheinungen, speziell bei akuter Pankreatitis eingesetzt 
werden kann. 

SchlieBlich beinhaltet die vorliegende Erfindung eine 
pharmazeutische Formulierung, bestehend aus einem 
erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper gegen 
die Typ I- Phospholipase A2 oder funktioneller Derivate 
dieser Antikorper gegebenenfalls zusammen mit den 
ublichen pharmazeutischen Trager-, Full-, Hilfs- und Zu- 
satzstoffen, sowie ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Arzneimittels, das insbesondere zur Therapie 
der akuten Pankreatitis eingesetzt werden kann. 

Die einen erfindungsgemaBen monoklonalen Anti- 
korper gegen die Phospholipase A2 produzierenden 
Hybridomzellinien DSM ACC2026 und DSM ACC2025 
wurden am 10.12.1991 bei der Deutschen Sammlung von 
Zellkulturen und Mikroorganismen GmbH, Maschero- 
der Weg 1 b, D-3300 Braunschweig, hinterlegt. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit der Fig. 1 erlautert. 

Fig. 1 zeigt die Hemmung der Phospholipase A2-Ak- 
tivitat durch die monoklonalen Antikorper DSM 
ACC2026 ( + ) und DSM ACC2025 ( □ ). 



Beispiel 1 

Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen die 

Typ I-Phospholipase A2 

5 

12 Wochen alte Balb/C-Mause werden intraperitonial 
mit 50 u.g gereinigter Phospholipase A2 (EC 3.1.1.4, J. 
EskolaetaL, Clin. Chem. 29(1983), 1777-1780) in kom- 
plettem Freund's Adjuvans immunisiert. Zwei nachfol- 

10 gende Injektionen von jeweiis 50 \ig werden im Abstand 
von jeweiis einem Monat mit inkomplettem Freund's 
Adjuvans gegeben. 3 Tage vor der Zellfusion erfolgt 
eine intravenbse Injektion von weiteren 50 u.g in physio- 
logischer Kochsalzlosung. 

15 Die Fusion der Milzzellen der immunisierten Mause 
mit der Myelomzellinie P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL 
1580) erfolgt gemaB einer Modifikation der urspriing- 
lich von Kohler und Milstein beschriebenen Methode (j. 
of Imm. Meth. 39 (1980), 285 — 308). Die fusionierten 

20 Zellen werden in RPMI 1640 Medium (das 10% FKS, 
2 mmol/1 L-GIutamin und t mmol/1 Natriumpyruvat, so- 
wie 0,1 mmol/1 Hypoxantin und 10 umol/1 Azaserin ent- 
halt) kultiviert 

Positive Primarkulturen (Bestimmung gemaB Beispiel 

25 2 und 3) werden 2 Wochen nach Fusion mit Hilfe eines 
floureszenzaktivierten Zellsorters kloniert. Die Zellen 
werden dabei einzeln in 96-er Mikrotiterplatten abge- 
legt. 

30 Beispiel 2 

Bestimmung der Spezifitat der produzierten Antikorper 

Um die Spezifitat der Antikorper im Kulturiiberstand 

35 der Hybridomzellen zu erfassen, wird ein Enzyme Lin- 
ked Immunosorbent Assay (ELISA) angewendet. 

Dazu werden 96-er Mikrotiterplatten mit 100 u.1 
Phospholipase A2 Antigen (5 u.g/ml in Carbonatpuffer, 
Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 726 559) be- 

40 schichtet* mit 100 u.1 Kulturiiberstand (1:25 mit PBS 
(nach Dulbecco und Vogt, J. Exp. Meth. 99 (1954), 
167-182) verdunnt) 2 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert und mit 3 x 350 u.1 PBS/0,05% Tween 20 gewa- 
schen. Nach Zugabe der den Antikorper enthaltenden 

45 Probelbsung wird eine 1 Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert und erneut gewaschen. Danach wird mit POD- 
markiertem Schaf-anti-Maus-Immunglobulin G (10 mU, 
Boehringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 13 17 377) 
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, mit 3 x 350 u.1 

50 PBS/0,05% Tween 20 gewaschen und die Nachweisre- 
aktion durch Zugabe von 100 u.1 ABTS® (1 mg/ml, Boeh- 
ringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 756 407) in 
40 mmol/1 Citratpuffer pH 4,4 der 3,25 mmol/1 Natrium- 
perborat enthalt (Boehringer Mannheim GmbH, Kata- 

55 log-Nr. 12 04 530) ausgelost. Nach 30 Minuten Inkuba- 
tion bei Raumtemperatur werden die Extinktionen in 
einem ELISA-Reader bei 405 nm bestimmt. 



60 



Beispiel 3 

Test auf Inhibierung der enzymatischen Aktivitat 



Humane duodenale Phospholipase A2 wird mit Tri- 
spuffer (125 mmol/1 pH 8,0) in geeigneter Weise ver- 
65 diinnt. 20 u.1 dieser Enzymlosung wird bei 25° C mit 10 u.1 
der zu untersuchenden Antikorperlosung in verschiede- 
nen Konzentrationen (s. Tab. 1) inkubiert. AnschlieQend 
wird 20 jxl Substrat (Lecithinemulsion aus der Testkom- 
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bination "Freie Fettsauren" Boehringer Mannheim 
GmbH, Katalog-Nr. 10 82 914) zugegeben und 60 Minu- 
ten bei 37° C inkubiert. Die hierbei durch die Phospholi- 
pase A2-Aktivitat freigesetzten Fettsauren werden mit- 
tels der Testkombination Treie Fettsauren" (Boehrin- 
ger Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 10 82 914) durch 
Messung der Extinktion gemaB Angaben des Herstel- 
lers quantifiziert. Die Ergebnisse sind in %-Hemmung 
im Vergleich zur Enzymaktivitat ohne Antikorper in der 
folgenden Tabelle 1, sowie in Fig. 1, dargestellt (jeweils 
Mittelwerte aus 3 Bestimrnungen). 

Tabelle 1 



Probe 



Konz 
(^ig/ml) 



%-Hemmung 



DSM ACC2025 



DSM ACC2026 



100 


97 


10 


93 


1 


86 


0,1 


56 


0,01 


16 


100 


97 


10 


94 


1 


88 


0,1 


56 


0,01 
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Beispiel 4 

Bestimmungder Epitopuberlappung von Antikorpern 

gegen Phospholipase A2 
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Zum Nachweis der Epitopuberlappung eines Anti- 
korpers mit dem monoklonalen Antikorper DSM ACC 
2025 oder DSM ACC2026 wird ein kompetitiver En- 
zymimmunoassay durchgefuhru 

Dazu wird Phospholipase A2 zunachst mit D-Biotinyl- 
8-amidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (Boeh- 
ringer Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 10 08 960) gemaB 
Angaben des Herstellers biotinyliert. Von diesem bioti- 
nylierten Antigen werden 300 ng in einem Volumen von 
100 u.1 PBS durch einstiindige Inkubation bei Raumtem- 
peratur an eine mit Streptavidin beschichtete Mikroti- 
terplatte (Herstellung nach EP-A 03 44 578) gebunden. 
Nach viermaligem Waschen mit PBS/0,05% Tween 20 
wird 90 Minuten bei Raumtemperatur simultan inku- 
biert mit dem monoklonalen Antikorper DSM 
ACC2025 bzw. DSM ACC2026, der mit Peroxidase mar- 
kiert wurde (Endkonzentration 250 mU/ml) und dem zu 
beurteilenden Antikorper. Nach erneutem viermaligem 
Waschen mit PBS/0,05% Tween 20 wird mit der Enzym- 
substratlbsung ABTS® in Natriumperborat enthalten- 
dem Puffer (s. Beispiel 2) 30 Minuten bei Raumtempera- 
tur inkubiert und anschlieBend die Extinktion bei 
405 nm als MaB fur die Menge des gebundenen POD- 
markierten monoklonalen Antikorpers DSM ACC2025 
bzw. DSM ACC2026 gemessen. Dieser Wert wird ver- 
glichen mit der Extinktion, die erhalten wird, bei Inkuba- 
tion mit dem monoklonalen Antikorper DSM ACC2025 
bzw. DSM ACC2025 allein. Wenn bis zum einem 10 5 fa- 
chen OberschuB an zu beurteilendem Antikorper ge- 
genuber dem monoklonalen Antikorper DSM ACC2025 
bzw. DSM ACC2026 als Enzymkonjugat (250 mU/ml) 6 5 
mindestens 50% Kompetition zu erkennen sind, liegt 
eine Epitopuberlappung vor. 
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Patentansprtiche 

1. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ 
l-Phospholipase A2, der bei einer Konzentration 
von weniger als 10 u-g/ml eine mindestens 50%ige 
Hemmung der Aktivitat der Phospholipase A2 be- 
wirkt. 

2. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ 
I-Phosphoiipase A2, der bei einer Konzentration 
von weniger als 1 u.g/ml eine mindestens 50%ige 
Hemmung der Aktivitat der Phospholipase A2 be- 
wirkt. 

3. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ 
I- Phospholipase A2, der bei einer Konzentration 
von weniger als 100 ng/ml eine mindestens 50%ige 
Hemmung der Aktivitat der Phospholipase A2 be- 
wirkt. 

4. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ- 
I-Phospholipase A2, der in aquivalenter Weise an 
die Typ-I-Phospholipase A2 bindefahig ist, wie ein 
aus den Zellinien DSM ACC2026 und/oder DSM 
ACC2025 erhaltlicher monoklonaler Antikorper. 

5. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ- 
I-Phospholipase A2, erhaltlich aus der Zellinie DSM 
ACC2026. 

6. Monoklonaler Antikorper gegen die Typ- 
I-Phospholipase A2, erhaltlich aus der Zellinie DSM 
ACC2025. 

7. Zellinie DSM ACC2026. 

8. Zellinie DSM ACC2025. 

9. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen 
Antikorpers gegen die Typ-I-Phospholipase A2, der 
bei einer Konzentration von weniger als 10u.g/ml 
eine mindestens 50%ige Hemmung der Aktivitat 
der Phospholipase A2 bewirkt. bei dem man mit 
gereinigter Phospholipase A2 immunisiert und nach 
Immortalisieren von Milzzellen der immunisierten 
Tiere diejenigen immortalisierten Zellen kloniert, 
deren Kulturuberstand eine entsprechende Hem- 
mung der Aktivitat der Phospholipase A2 bewirkt 
und Isolierung der von diesen Klonen prpduzierten 
monoklonalen Antikorpern nach bekannten Ver- 
fahren. 

10. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen 
Antikorpers gegen die Typ-I-Phospholipase A2, der 
bei einer Konzentration von weniger als 1 u.g/ml 
eine mindestens 50%ige Hemmung der Aktivitat 
der Phospholipase A2 bewirkt, bei dem man mit 
gereinigter Phospholipase A2 immunisiert und nach 
Immortalisieren von Milzzellen der immunisierten 
Tiere diejenigen immortalisierten Zellen kloniert, 
deren Kulturuberstand eine entsprechende Hem- 
mung der Aktivitat der Phospholipase A2 bewirkt 
und Isolierung der von diesen Klonen produzierten 
monoklonalen Antikorpern nach bekannten Ver- 
fahren. 

11. Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen 
Antikorpers gegen die Typ- 1- Phospholipase A2, der 
bei einer Konzentration von weniger als 100 ng/ml 
eine mindestens 50%ige Hemmung der Aktivitat 
der Phospholipase A2 bewirkt, bei dem man mit 
gereinigter Phospholipase A2 immunisiert und nach 
Immortalisieren von Milzzellen der immunisierten 
Tiere diejenigen immortalisierten Zellen kloniert, 
deren Kulturuberstand eine entsprechende Hem- 
mung der Aktivitat der Phospholipase A2 bewirkt 
und Isolierung der von diesen Klonen produzierten 
monoklonalen Antikorpern nach bekannten Ver : 
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fahren. 

12. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers 
gemaB Anspruch 1—6 oder durch ein Verfahren 
gemaB Anspruch 9—11 erhaltlichen monoklonalen 
Antikorpers oder eines funktionellen Fragments 5 
dieses Antikorpers zur Herstellung eines Thera- 
peutikums, das bei Entzundungserscheinungen. 
speziell bei akuter Pankreatitis eingesetzt werden 
kann. 

13. Pharmazeutische Formulierung, bestehend aus 10 
einem monoklonalen Antikorper gemaB einem der 
Anspruche 1—6 oder einem durch ein Verfahren 
gemaB einem der Anspruche 9—11 erhaltlichen 
monoklonalen Antikorper oder einem funktionel- 
len Fragment dieses Antikorpers gegebenenfalls 15 
zusammen mit den iiblichen pharmazeutischen 
Trager-, Full-. Hilfs- und Zusatzstoffen. 

14. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeuti- 
schen Formulierung gemaB Anspruch 13. 
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